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ABSTRAK
Penelitian ini berjudul “Isolasi bakteri probiotik resisten merkuri (Hg) dari usus ikan bandeng Chanos chanos
Forskal”. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh bakteri probiotik resisten terhadap merkuri (Hg) yang diisolasi
dari usus ikan bandeng Chanos chanos Forskal. Isolasi bakteri probiotik menggunakan medium Man Ragosa Sharpe
Agar yang ditambahkan CaCO3 1 %. Uji resistensi bakteri probiotik terhadap merkuri pada konsentrasi 10, 15, dan
20 ppm dillakukan dengan mengukur kerapatan sel menggunakan spektrofotometer. Hasil isolasi diperoleh dari 12
isolat, 7 isolat diantaranya yaitu IPB 1, IPB 2, IPB 3, IPB 8, IPB 9, IPB 11, dan IPB 12 resisten terhadap merkuri
pada konsentrasi 10, 15, dan 20 ppm serta berpotensi sebagai probiotik.
Kata Kunci: Probiotik, resisten merkuri, ikan bandeng
ABSTRACT
The research about "Isolation of probiotic bacteria resistant mercury (Hg) from intestines milkfish Chanos
chanos Forskal". This study aimed to obtain the probiotic bacteria resistant to mercury (Hg) isolated from the
intestines of milkfish Chanos Chanos Forskal. Isolation of probiotic bacteria using medium Man Ragosa Sharpe
Agar added CaCO3 1%. Test probiotic bacterial resistance to mercury at concentrations of 10, 15, and 20 ppm by
measuring cell density using a spectrophotometer. Isolation results obtained from 12 isolates, 7 isolates among
which IPB 1, IPB 2, IPB 3, IPB 8, IPB 9, IPB 11, and IPB 12 which is resistant to mercury at concentrations of 10,
15, and 20 ppm with potential as probiotics.
Keywords: Probiotic, resistant mercury, milkfish
PENDAHULUAN
Bandeng merupakan ikan yang dapat hidup di
perairan pantai, muara sungai, hamparan hutan bakau,
laguna, daerah genangan pasang surut dan sungai. Ikan
bandeng dewasa biasanya berada di perairan litoral.
Bandeng sering dijadikan sebagai ikan budidaya dalam
sistem tambak karena pertumbuhanya yang cepat serta
tahan penyakit (Gatesoupe, 1999).
Namun, sekarang tidak sedikit ikan budidaya
dalam penangkaran tambak yang telah diteliti
mengandung logam berat seperti Hg, Pb, Cd dan lainya
yang dapat mengganggu kesehatan manusia sehingga
sangat berbahaya jika dikonsumsi secara berlebihan.
Logam berbahaya ini berasal dari limbah industri dan
limbah rumah tangga yang masuk ke dalam tambak
melewati sistem irigasi yang ada. Logam berat tersebut
pada akhirnya akan diserap oleh ikan dan terikat dengan
protein tubuhnya, lalu manusia mengkonsumsi ikan
2yang telah tercemar. Salah satu logam pencemar yang
sangat berbahaya karena tingkat toksisitasnya adalah
logam merkuri (Hg). Meskipun semua bentuk kimiawi
merkuri beracun, masalah kesehatan masyarakat
berfokus pada metilmerkuri. Salah satu rute utama dari
paparan unsur beracun ini adalah melalui ikan atau
biota perairan yang telah tercemar, keberadaan merkuri
sebagian besar hadir dalam bentuk metil. Hal ini adalah
hasil dari bioakumulasi dan biomagnifikasi dari CH3Hg
dalam rantai makanan akuatik (Barkay dan Irene, 2005;
Sabu dkk., 2006).
Merkuri (Hg) adalah salah satu logam berat
yang dalam konsentrasi sangat rendah dapat beracun
dan berbahaya, meskipun secara alamiah konsentrasi
merkuri di perairan cukup rendah yaitu satu
nanogram/L (Boening, 2010).
Ikan mengkonsumsi tumbuhan yang
terkontaminasi logam merkuri (Hg) dan menjadikan
merkuri terakumulasi di tubuhnya. Protein ikan
mengikat dengan kuat lebih dari 90% metil merkuri
yang terkonsumsi, walaupun dengan pemasakan yang
lama dan dengan teknik berbeda, protein tersebut tidak
dapat melepaskan logam tersebut (Yanuar, 2008).
Langkah penting dalam menanggulangi
pencemaran logam berat, khususnya merkuri yaitu
dengan menggunakan mikroba potensial yang dapat
mentransformasi merkuri (Hg) pada lingkungan
(biokonversi). Namun, perlu juga dilakukan
transformasi logam Hg dalam tubuh organisme itu oleh
mikroba potensial sehingga langkah ini merupakan cara
preventif mengurangi siklus akumulasi logam melalui
rantai makanan dalam ekosistem air. Menurut
Monachese dkk (2012) banyak spesies yang digunakan
untuk remediasi logam di lingkungan, contohnya
bakteri kemolitotrof yang menggunakan sumber
anorganik untuk energi, seperti logam untuk elektron
dan produksi ATP. Namun, hal tersebut tidak sesuai
dengan kondisi fisiologis manusia jika diterapkan dalam
remediasi logam pada manusia. Kebanyakan bakteri
tanah merupakan patogen bagi manusia dan banyak
spesies untuk bioremediasi yang telah direkayasa
genetik untuk meningkatkan kemampuannya.
Mikroba terutama bakteri dapat
mendetoksifikasi merkuri (Hg). Mekanisme
detoksifikasi  logam berat oleh mikroba berlangsung
sangat kompleks yang meliputi presipitasi dan
kristalisasi logam berat yang terjadi pada bagian
ekstraseluler dan intraseluler mikroba. Beberapa bakteri
yang telah diketahui dapat resisten terhadap merkuri
adalah bakteri aerobik dan fakultatif yang
mengkatalisasi proses reduksi Hg++ menjadi Hg0 seperti
bakteri jenis Bacillus, Pseudomonas, Corynebacterium,
Micrococcus, dan Vibrio (Rondonuwu, 2014).
Bakteri Gram negatif menunjukkan toleransi
terhadap logam yang lebih besar dibandingkan Gram
positif karena memiliki struktur dinding sel yang lebih
kompleks yang mampu mengikat dan mengimobilisasi
ion logam termasuk Hg2+. Menurut Gavrilescu (2004)
Bakteri gram positif, memiliki kapasitas serap tinggi
karena kandungan peptidoglikan dan asam teikoik yang
dominan pada dinding selnya hal ini berkaitan dengan
mekanisme biosorbsi. sedangkan gram negatif memiliki
komponen dan absorbens yang lemah. Kemampuan
bakteri menghasilkan polisakarida ekstraseluler dapat
melindungi sel dari pengaruh toksik logam berat
(Ahmad dkk., 2005).
Bakteri dalam usus bebagai jenis binatang
termasuk ikan juga mampu mengkonversi merkuri ionik
menjadi senyawa metil merkuri (CH3Hg+) walaupun
dalam tingkatan yang rendah. Pada organisme akuatik,
merkuri umumnya terdapat dalam bentuk mono metil
merkuri atau dalam bentuk ion Hg2+ (Booth dkk., 2005
dalam Suseno, 2011). Metil merkuri dikeluarkan dari
tubuh terutama melalui tinja sebagai merkuri anorganik.
Proses ini sebagai hasil dari ekskresi empedu dari
senyawa dan konversi menjadi bentuk anorganik oleh
flora usus (Yanuar, 2008).
Penggunaan mikroba flora usus dalam
detoxikasi logam berat banyak dilirik oleh peneliti. Hal
ini karena kemampuanya dalam pengikatan logam pada
dinding selnya. Terutama pada bakteri gram positif,
seperti Bacillus spp, Clostridium, dan termasuk
Lactobacillus sebagai kelompok utama. Bakteri-bakteri
inilah yang berpotensi sebagai probiotik dan juga
resisten terhadap logam berat. Probiotik merupakan
mikroba usus yang dapat memperbaiki mikroekologi
usus yang berdampak positif terhadap kesehatan
inangnya karena aktivitasnya mampu menekan mikroba
patogen usus dan aktivitas karsinogeniknya (Surono,
2004; Monachese dkk., 2012)
Penting untuk diketahui isolat bakteri yang
resisten terhadap merkuri khususnya dari kelompok
probiotik yang mampu mendetoksifikasi merkuri. Hal
ini karena akumulasi logam berat juga terjadi pada
tubuh organisme itu sendiri yang memakan langsung
makanan yang terkontaminasi merkuri khususnya pada
biota perairan seperti pada ikan bandeng Chanos
chanos. Berdasarkan hal tersebut, maka dilakukan
3penelitian tentang isolasi bakteri probiotik resisten
merkuri (Hg) asal usus ikan bandeng Chanos chanos.
METODE PENELITIAN
Alat
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah
Laminar Air Flow, inkubator, oven, mikroskop,
spektrofotometer, hot plate, erlenmeyer, neraca analitik,
pipet tetes, tabung reaksi, cawan petri, jarum ose, gelas
objek, corong, batang pengaduk, tabung durham, lemari
pendingin, penjepit tabung, rak tabung reaksi, spoit,
termos, autoklaf,  scapel, mortal, pastel, dan jangka
sorong.
Bahan
Bahan yang digunakan adalah usus segar ikan
bandeng Chanos chanos Forskal dari tambak yang
terletak di sekitar kompleks Pergudangan Makassar
Jaya, merkuri asetat (Hg(CH3COO)2), alkohol 70%, air
suling, medium selektif MRS (Man Ragosa Sharpe)
(OXOID), medium NA (Nutrient Agar) (MERCK),
medium MR-VP (Methyl Red-Voges Proskauer)
(MERCK), medium TSIA (Triple Sugar Iron Agar)
(MERCK), reagen H2O2, pewarnaan gram (Kristal
Violet, lugol, alkohol-aseton, dan safranin), NaCl
fisiologis, HCl 0,1 N, garam empedu sintetik (ox bile),
minyak emersi, kapas, paper disk, kertas lakmus, dan
aluminium foil.
Pengambilan dan Preparasi Sampel Ikan Bandeng
Sampel ikan bandeng sehat diambil dari
tambak di sekitar kompleks Pergudangan Makassar
Jaya, KIMA (Kawasan Industri Makassar).  Ikan
bandeng disimpan dalam plastik sampel steril kemudian
dimasukkan ke dalam coolbox untuk dibawa ke
Laboratorium.
Sampel ikan bandeng dikeluarkan dari coolbox
dan dipindahkan ke tempat dengan suhu kamar. Ikan
bandeng dibedah pada bagian abdomenya
menggunakan scapel. Bagian organ ususnya
dikeluarkan dengan hati-hati sehingga mendapatkan
bagian usus yang masih utuh dan panjang, selanjutnya
usus dibilas dengan aquades steril dan digerus
menggunakan mortar.
Isolasi Bakteri Kandidat Probiotik (Djide dan
Wahyuddin, 2008)
Hasil gerusan usus ikan bandeng yang telah
dikerok kemudian ditimbang sebanyak 1 g dan
dimasukkan ke dalam larutan NaCl fisiolgis steril dan
diencerkan dengan pengenceran bertingkat (10-1 - 10-6).
Sebanyak 1 ml larutan dari pengenceran 10-6
diinokulasikan pada medium MRSA (Man Ragosa
Sharpe Agar) yang ditambahkan CaCO3 1%, kemudian
Diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 370C. Bakteri
asam laktat ditandai dengan adanya zona bening di
sekitar pertumbuhan koloni.
Pemurnian Bakteri Kandidat Probiotik
Pemurnian dimulai dengan memilih koloni-
koloni yang disekitarnya terdapat zona bening.
Mensterilkan  jarum ose, lalu diambil pada permukaan
koloni bakteri kemudian diinokulasikan pada
permukaan medium MRSA (Man Ragosa Sharpe Agar)
yang mengandung  CaCO3 1 % dengan metode gores
untuk mendapatkan koloni yang terpisah.
Diinkubasikan pada suhu 370C selama 2x24 jam. Tahap
pemurnian dapat dilakukan 2-3 kali, untuk lebih
menyakinkan bahwa koloni yang diperoleh benar-benar
murni. Isolat selanjutnya diinokulasikan pada medium
MRSA miring sebagai stok untuk pengujian
selanjutnya.
Seleksi Bakteri Kandidat Probiotik Resisten
Merkuri (Hg)
Sebanyak 0,5 ml suspensi masing-masing
isolat bakteri probiotik diinokulasikan pada medium
MRSB yang ditambahkan dengan merkuri asetat
Hg(CH3COO)2), sebanyak 5 ppm (5 µg/ml). Kemudian
diinkubasi selama 72  jam dengan suhu 370C. Parameter
pertumbuhan ditandai dengan adanya endapan massa
sel bakteri dan kekeruhan pada media.
Uji Resistensi Bakteri Kandidat Probiotik pada
Beberapa konsentrasi Merkuri (Hg) (Badjoeri dan
Hafidh, 2010)
Sebanyak 0,5 ml suspensi dari 25% T masing-
masing isolat bakteri kandidat probiotik diinokulasikan
pada medium MRSB yang ditambahkan beberapa
konsentrasi merkuri asetat (Hg(CH3COO)2), yaitu 10
ppm (10 µg/ml), 15 ppm (15 µg/ml) dan 20 ppm (20
µg/ml). Kemudian diinkubasi selama 72 jam.
Pertumbuhan diamati dengan melihat nilai kerapatan sel
bakteri yang tumbuh dalam kultur menggunakan alat
spektrofotometer uv-vis dengan panjang gelombang
580 nm. Nilai kerapatan optik yang paling tinggi
dianggap paling resisten.
Karakterisasi Isolat Bakteri Probiotik Resisten
Merkuri
Pengamatan Morfologi Sel
Pada pengamatan morfologi setiap koloni
tunggal yang terbentuk setelah pemurnian kemudian
4diamati. Pengamatan yang dilakukan meliputi bentuk
koloni, warna koloni, tepi koloni, dan permukaan
koloni. Pengamatan morfologi sel dilakukan dengan
teknik pewarnaan gram.
Uji Probiotik (Djide dan Wahyuddin, 2008)
Uji Ketahanan terhadap Keasaman Lambung (pH)
Uji ketahanan terhadap asam dilakukan
dengan menggunakan medium MRS broth yang
ditambahkan dengan HCl 0,1 N untuk mendapatkan pH
2,5-3 (sesuai dengan pH lambung). Sebanyak 1 ose
masing-masing isolat bakteri diambil dari stok kultur
semudian diinokulasikan pada medium MRSB-HCl.
Kemudian diinkubasi selama 2x24 jam pada suhu 370C.
Hasil positif apabila terjadi pertumbuhan bakteri pada
medium MRSB-HCl dan hasil negatif apabila tidak
terjadi pertumbuan bakteri pada medium MRSB-HCl.
Uji Ketahanan Terhadap Garam Empedu
Medium MRSB ditambahkan dengan garam
empedu sintetik (ox bite), dengan konsentrasi 5%.
Sebanyak 1 ose, masing-masing isolat bakteri yang
diambil dari stok kultur diinokulasikan pada medium
MRSB-garam empedu, lalu inkubasi selama 2-3 x24
jam pada suhu 370C.
Uji aktivitas Antimikroba
Uji aktivitas antimikroba dilakukan dengan
metode difusi agar menggunakan paper disk. Bakteri uji
yang digunakan adalah Vibrio parahaemolyticus.
Uji Biokimia (Anastiawan, 2014)
Uji Katalase
Isolat bakteri diambil sebanyak 1 ose dari
masing-masing stok kultur kemudian dioleskan diatas
objek gelas dan diteteskan reagen H2O2. Hasil positif
apabila terbentuk gelembung gas pada objek gelas, dan
hasil  negatif apabila tidak terbentuk gelembung gas.
Uji Sulfid, Indol, dan Motilitas
Sebanyak 1 ose (ose lurus) isolat dari stok
kultur lalu diinokulasikan dengan cara ditusuk pada
medium SIM tegak, lalu diinkubasi pada suhu 370C
selama 2x24 jam. Hasil positif (motil) apabila terdapat
rambatan-rambatan di sekitar bekas tusukan jarum pada
medium dan hasil negatif (non motil) bila tidak terdapat
rambatan-rambatan disekitar bekas tusukan jarum ose
pada medium. Uji indol dengan menggunakan reagen
kovacs yang diteteskan sebanyak 2-3 tetes pada
permukaan medium. Hasil positif jika terbentuk
kompleks merah dan negatif jika terbentuk warna
kuning. Positif sulfid jika media berwarna hitam.
Uji MR (Methyl Red)
Sebanyak 1 ose isolat bakteri diambil dari stok
kultur dan  diinokulasikan pada medium MR-VP cair
dalam tabung reaksi. Selanjutnya diinkubasi selama
5x24 jam pada suhu 370C. Sebanyak 5 tetes methyl-red
ditambahkan di atas preparat isolat bakteri. Hasil positif
apabila terbentuk  kompleks berwarna merah muda
sampai merah yang menandakan bahwa mikroba
tersebut menghasilkan asam.
Uji VP (Voges Proskauer)
Sebanyak 1 ose isolat bakteri diambil dari stok
kultur dan  diinokulasikan pada medium MR-VP cair
dalam tabung reaksi. Selanjutnya diinkubasi selama
3x24 jam pada suhu 370C. Medium kemudian
ditambahkan 0,2 ml KOH 40% dan 0,6 mL alfanaftol
lalu dikocok selama 30 detik. Hasil positif  jika medium
berubah warna lembayung.
Uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar)
Isolat bakteri diambil sebanyak 1 ose dari
masing-masing stok kultur kemudian diinokulasikan
dengan cara ditusukkan pada medium TSIA. Kemudian
diambil lagi 1 ose isolat bakteri dari masing-masing
stok  kultur dan digores pada permukaan medium.
Selanjutnya diinkubasi selama 2-3x24 jam pada suhu
370C. Perubahan yang diamati setelah inkubasi adalah
warna  medium menjadi kuning menandakan asam,
warna medium menjadi lebih merah menandakan
medium menjadi basa, warna menjadi hitam
menandakan terbentuknya H2S dan bila medium
terangkat menandakan bahwa mikroba  tersebut mampu
untuk memproduksi gas.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil   inkubasi   selama   2 x 24 jam dari
pengenceran 10-4 menghasilkan banyak koloni yang
terpisah dan terdapat zona bening disekitar
pertumbuhan koloni. Hasil isolasi didapatkan 12 isolat
yang menunjukkan zona bening sebagai kandidat
bakteri probiotik. Medium MRSA merupakan medium
yang sering digunakan untuk menumbuhkan bakteri
asam laktat.
Rahayu dan Margino (1997) menyatakan
bahwa media MRSA satu-satunya media umum yang
direkomendasikan untuk menumbuhkan bakteri asam
laktat yang berasal dari oral, hasil hewani dan feses.
5Sedangkan penambahan kalsium karbonat (CaCO3)
ditujukan untuk menyeleksi bakteri asam laktat, bakteri
yang tumbuh akan memberikan zona jernih disekitar
koloni sekitar koloni sekitar inkubasi 2-3 hari.
Isolat kemudian diamati ciri pertumbuhan
koloninya pada media MRSA serta dilakukan
pemurnian isolat sebanyak dua kali, yaitu goresan
sinambung dan metode quadran streak untuk
mendapatkan koloni murni (Gambar 1). Adapun
morfologi dari 12 isolat dapat dilihat pada Tabel 1.
Gambar 1. Hasil pemurnian isolat dengan menggunakan
metode quadran streak.
Tabel 1. Hasil Pengamatan Morfologi Koloni Bakteri dari Usus Ikan Bandeng Chanos chanos
Isolat
Morfologi Koloni Bakteri
Bentuk Tepi Permukaan Warna
IPB 1 Bulat Sedang Rata Cembung Putih Susu
IPB 2 Bulat Sedang Rata Cembung Putih Susu
IPB 3 Bulat Kecil Rata Cembung Putih Susu
IPB 4 Bulat Besar Rata Cembung Putih Susu
IPB 5 Bulat Besar Rata Cembung Putih Susu
1PB 6 Bulat Kecil Rata Cembung Putih Susu
1PB 7 Bulat Sedang Rata Cembung Putih Susu
1PB 8 Bulat Kecil Rata Cembung Putih Susu
1PB 9 Bulat Besar Rata Cembung Putih Susu
1PB 10 Bulat Besar Rata Cembung Putih Susu
1PB 11 Bulat Sedang Rata Cembung Putih Susu
IPB 12 Bulat Kecil Rata Cembung Putih Susu
Ket: IPB = Isolat Probiotik Bandeng
Seleksi Bakteri Kandidat Probiotik Resisten
Merkuri (Hg)
Hasil seleksi bakteri kandidat probiotik pada
merkuri menunjukkan dari ke 12 isolat, hanya 7 isolat
yang menunjukkan pertumbuhan dalam media MRSB
yang ditambahkan merkuri yaitu IPB 1, IPB 2, IPB 3,
IPB 8, IPB 9, IPB 11, dan IPB 12 (Tabel 2).
Pertumbuhan ditandai adanya kekeruhan dan endapan
masa sel pada media (Gambar 2).
Tidak terdapatnya pertumbuhan pada
beberapa isolat karena diduga merkuri bersifat toksik
bagi sel bakteri tersebut sehingga membunuh sel
bakteri sedangkan isolat lain yang tumbuh pada
medium MRSB yang mengandung merkuri memiliki
cara tersendiri dalam mengatasi lingkungan yang
toksik melalui mekanisme resistensi baik berupa
mekanisme biosorbsi ion logam melalui kompleks
penyusun dinding sel atau menginduksi sistem
operon mer dan adanya plasmid yang mengandung
gen resisten merkuri di dalam sel bakteri.
(a) (b)
Gambar 2. Media MRSB yang Diperkaya dengan
Merkuri (a) terjadi pertumbuhan
ditandai adanya endapan masa sel dan
kekeruhan pada media (b) tidak terjadi
pertumbuhan
Penggunaan merkuri asetat Hg(CH3COO)2
pada penelitian ini karena sifatnya yang sama
dimiliki oleh metil merkuri (CH3Hg) yang termasuk
merkuri organik yang memiliki toksisitas yang sangat
tinggi dan bentuk merkuri organik yang paling
banyak ditemukan terakumulasi di tubuh organisme
akuatik.
6Berkaitan dengan level resistensi merkuri,
Canstein dkk (2002) dalam Zulaika dkk (2011)
menjelaskan bahwa isolat yang dapat tumbuh pada
media sintetis mengandung merkuri (Hg) ≥ 5 mg/L
merupakan isolat yang memiliki resistensi tinggi
terhadap merkuri. Sedangkan yang hanya tumbuh
pada 1 mg/L merupakan isolat dengan resistensi
lemah.
Tabel 2. Hasil Seleksi Bakteri Resisten Merkuri
Dilihat dari Kekeruhan dan Kepadatan
Sel Setelah Inkubasi 2x24 Jam
Isolat Konsentrasi 5 ppm
Merkuri
IPB 1 ++
IPB 2 ++++
IPB 3 ++
IPB 4 -
IPB 5 -
IPB 6 -
IPB 7 -
IPB 8 +++
IPB 9 ++
IPB 10 -
IPB 11 ++
IPB 12 +++
Keterangan: - = Tidak ada pertumbuhan, ++ =
Sedikit endapan sel,  +++ = Banyak endapan sel,
++++ = Sangat banyak endapan sel
Uji Resistensi Bakteri Kandidat Probiotik Pada
Beberapa Konsentrasi Merkuri (Hg)
Hasil uji resistensi isolat pada beberapa
konsentrasi merkuri dilihat dari nilai OD (optical
density) untuk mengetahu ada tidaknya pertumbuhan
pada media yang ditambahkan merkuri. Menurut
Khodijah dkk (2006) pertumbuhan ini dapat diukur
berdasarkan densitas sel (berat kering dari sel-sel
persatuan sel biakan). Menghitung densitas sel dapat
dilihat dari nilai absorbansi suatu biakan. Hasil
pengukuran nilai OD dapat dilihat pada gambar 3.
Gambar 3. Kerapatan Sel Isolat Pada Beberapa
Konsentrasi Merkuri Setelah Inkubasi
3 x 24 Jam
Dilihat dari tingkat kekeruhannya, pada
konsentrasi 10 ppm merkuri,  IPB 2, IPB 3, IPB 8
dan IPB 12 menunjukkan kekeruhan dan endapan sel
yang banyak jika dibandingkan dengan isolat yang
lainya sesuai dengan hasil pengukuran kerapatan
selnya yang menunjukkan nilai tertinggi. Hal ini
dikarenakan isolat-isolat tersebut mampu
mentoleransi adanya merkuri pada media sehingga
masih mengalami pertumbuhan. Pada konsentrasi 15
ppm, IPB 2 dan IPB 8 masih menunjukkan
pertumbuhan yang cukup tinggi, sedangkan
pertumbuhan yang rendah terjadi pada  IPB 1, IPB 9
dan IPB 11 berkisar 0.04 - 0.08 OD. Pada konsentrasi
20 ppm hanya IPB 2 yang menunjukkan
pertumbuhan yang tertinggi (1.26 OD), sedangkan
isolat yang lain berkisar antara 0.04 - 0.1 OD yang
menandakan pertumbuhanya masih rendah.
Semakin tinggi konsentrasi merkuri yang
ditambahkan maka semakin rendah kerapatan selnya.
Hal yang sama juga didapatkan oleh Badjoeri dan
Hafidh (2010) dalam  menguji sensitifitas isolat
bakteri bioremoval mengunakan beberapa
konsentrasi Hg 1, 5, 3, 5, 7, 10 mg/L. Pada
konsentrasi 5-10 mg/L Hg satu isolat menunjukkan
penurunan nilai kerapatan sel setelah 24 jam (T1)
dari pengukuran awal (T0), hal ini diduga logam
merkuri menghambat proses metabolisme sel
sehingga pertumbuhan sel menjadi lambat.
Menurut Prasetyawati (2009), konsentrasi
merkuri yang tinggi dapat menghambat pertumbuhan
bakteri atau bersifat lebih toksik. Kemampuan
beradaptasi bakteri terhadap merkuri bervariasi
tergantung jenis bakteri untuk mensintesis protein
khusus yang dapat mentransformasi merkuri menjadi
kurang toksik. Resistensi bakteri terhadap merkuri
dapat melalui mekanisme biosorbsi dan
7bioakumulasi. Mekanisme biosorbsi merupakan
proses pasif, sehingga logam tidak meracuni sel
bakteri. Hal ini berkaitan dengan sedangkan
mekanisme bioakumulasi merupakan proses aktif
dimana logam berat dapat meracuni sel bakteri
(Chojnacka, 2010).
Karakterisasi Isolat Bakteri Probiotik
Karakterisasi bakteri probiotik meliputi
pengamatan morfologi sel, uji ketahanan pada pH
rendah, uji garam empedu, uji efektifitas antimikroba,
dan uji-uji biokimia meliputi katalase, SIM (sulfide
indol motility), TSIA (Triple sugar iron agar), MR
(methyl red) dan VP (voges proskauer). Hasil dari
Tabel 3. Hasil Karakterisasi Isolat Probiotik dari Usus Ikan  Bandeng
Jenis
Karakterisasi
Isolat
IPB 1      IPB 2       IPB 3        IPB 8        IPB 9       IPB 11      IPB 12
Morfologi sel bulat batang batang bulat batang bulat bulat
Sifat Gram - + + + + - -
Uji
Probiotik :
Ketahanan
pH 2.5 + + + + + + +
Ketahanan
garam
empedu 5%
+ + + + + + +
Uji Biokimia:
Katalase - - - - - - -
Motilitas - - - - - - -
Indol - - - - - - -
MR (Methl
Red) + + + + + + +
VP
(Voges
Proskauer)
+ - + + + - +
TSIA:
Slant / Butt k/k k/k k/k k/k k/k k/k k/k
Gas - - - - - - -
H2S - - - - - - -
Mikroaerofilk + + + + + + +
Keterangan: IPB = Isolat Probiotik Bandeng
Hasil pengecatan gram didapatkan 2 bentuk
sel yaitu bentuk basil (batang) dimiliki oleh IPB 2,
IPB 3, dan IPB 9 dan coccus (bulat) dimiliki oleh IPB
1, IPB 8,  IPB 11, dan IPB 12. Adapun dari sifat
gramnya, IPB 2, IPB 3, IPB 8, dan IPB 9 bersifat
gram positif karena sel menunjukkan warna ungu
(Gambar ), sedangkan IPB 1, IPB 11, dan IPB 12
termasuk gram negatif karena sel menunjukkan
warna merah.
Pemilihan bakteri asam laktat sebagai
kandidat probiotik dari tujuh isolat yang ada
bertujuan untuk melihat isolat yang potensial
dijadikan sebagai probiotik. Pemilihan tersebut
dilakukan dengan melihat kemampuanya dapat
tumbuh pada pH rendah, garam empedu, dan
menghambat bakteri patogen. Hasil uji isolat pada pH
dan garam empedu dapat dilihat pada tabel 4.
Tabel 4. Hasil Pengujian  Ketahanan pH 2.5 dan
Garam Empedu 5 %
Isolat pH 2.5 Garam Empedu 5 %
IPB 1 ++ ++
IPB 2 +++ +++
IPB 3 + ++
IPB 8 + ++
IPB 9 + ++
8IPB 11 + ++
IPB 12 + ++
Keterangan: +++ = keruh dan sangat banyak endapan; ++ =
sedikit keruh dan banyak endapan; + = Tidakkeruh dan
sedikit endapan
Hasil uji pH setelah inkubasi 2 x 24 jam
menunjukkan isolat IPB 2 memiliki tingkat
kekeruhan dan endapan yang sangat tinggi, IPB 1
memiliki pertumbuhan yang sedang, sedangkan pada
isolat yang lain memiliki sedikit endapan namun
media tidak mengalami kekeruhan. Bakteri asam
laktat mampu mempertahankan pH intraseluler lebih
alkali daripada pH ekstraseluler, tetapi penurunan pH
intraseluler tetap berlangsung seiring dengan
menurunnya pH ekstraseluler yang mendukung
toleransinya  terhadap asam (Siegumfeldt dkk.,
2000).
Uji ketahanan terhadap garam empedu
menunjukkan pertumbuhan yang sangat baik untuk
semua isolat ditandai dengan adanya kekeruhan pada
media dan terdapat banyak endapan di dasar tabung,
namun endapan yang paling banyak ditemukan yaitu
pada isolat IPB 2. Pertumbuhan yang terjadi pada
garam empedu untuk semua isolat menandakan
bahwa semua isolat BAL tersebut mampu bertahan
terhadap kondisi garam empedu yang tinggi.
Garam empedu berpengaruh terhadap
permeabilitas sel bakteri. Bakteri yang tidak tahan
terhadap garam empedu diduga mengalami
permeabilitas membran sel sehingga mengalami
kebocoran  materi intraselular yang besar dan
menyebabkan lisisnya sel (Kusumawati dkk.,  2003).
Kelompok BAL pada umumnya dapat bertahan
terhadap kondisi stres garam empedu yang tinggi.
Uji kemampuan bakteri probiotik dalam
menekan pertumbuhan bakteri patogen menggunakan
metode difusi agar. Bakteri patogen yang digunakan
dalam penelitian ini adalah Vibrio parahaemolyticus.
Berbagai macam jenis Vibrio merupakan bakteri
yang bersifat patogen bagi hewan laut khusunya bagi
ikan. Hasil pengamatan selama 2 x 24 jam dengan
pengukuran diameter zona hambat setiap 24 jam
dapat dilihat pada tabel 5.
Tabel 5. Pengukuran Diameter Zona Hambat
Terhadap Pertumbuhan  Bakteri
Vibrio parahaemolyticus
Isolat Diameter Zona Hambat (mm)
1 x 24 jam 2 x 24 jam
IPB 1 30 28
IPB 2 50 34
IPB 3 31 31
IPB 8 31 31
IPB 9 0 0
IPB 11 31 30
IPB 12 31 31
Keterangan: IPB = Isolat Probiotik Bandeng
Menurut Wardani dkk (2012), zona
penghambatan potensi probiotik dibagi menjadi tiga
yaitu <11 mm potensi rendah, 9-11 mm potensi
moderat, dan >11 mm potensi tinggi. Hasil yang
didapatkan  menunjukkan semua isolat kecuali IPB 9
memiliki  diameter  hambatan lebih  dari >11 mm
baik   pada   inkubasi  1 x 24 jam maupun 2 x 24 jam
sehingga memiliki potensi yang tinggi. Selain itu,
sifat dari aktifitas menghambat pertumbuhan
antimikroba oleh bakteri probiotik yaitu bersifat
bakteriostatik atau hanya dapat menghambat, ini
dibuktikan dengan menurunya ukuran diameter
hambatan setelah inkubasi 2 x 24 jam, kecuali pada
IPB 3, 8, dan 12 tidak mengalami penambahan atau
penurunan ukuran diameter zona hambat statis
setelah inkubasi 2 x 24 jam. Isolat IPB 2
menunjukkan zona bening yang terbentuk sangat
besar pada inkubasi 1 x 24 jam dan 2 x 24 jam.
Menurut Surono (2004) bahwa beberapa
jenis bakteri asam laktat menghasilkan bakteriosin,
suatu peptida yang bersifat antibakteri, toksin yang
berupa protein yang dapat  mencegah pertumbuhan
bakteri.
Uji katalase merupakan uji kemampuan
bakteri dalam memproduksi enzim katase pada
lingkungan yang tinggi akan H2O2 (hidrogen
peroksida) yang bersifat toksik bagi sel bakteri. Hasil
uji katalase dari semua isolat (Tabel 3) menunjukkan
hasil negatif karena pada umumnya bakteri asam
laktat merupakan mikroaerofilk atau anaerobik dan
kemungkinan terbentuknya H2O2 yang bersifat toksik
sangat kecil sehingga tidak memiliki kemampuan
dalam menghasilkan enzim katalase. Djide dan
Sartini (2008) mengemukakan bahwa dari hasil uji
biokimia berupa uji katalase terhadap bakteri asam
laktat  menunjukkan hasil yang negatif.
9Hasil uji motilitas (Tabel 3) menunjukkan
semua isolat negatif motil karena tidak mempunyai
alat gerak berupa flagel. Menurut Surono (2004)
bakteri probiotik memiliki kemampuan biosintesis
yang sangat terbatas, sehingga bersifat non motil.
Perolehan energinya semata-mata hanya bergantung
pada metabolisme secara fermentatif  yang dilakukan
pada tempatnya.
Uji indol merupakan uji untuk melihat
kemampuan bakteri menggunakan asam amino
triptofan dalam memproduksi indol. Hasil uji indol
(Tabel 3) menunjukkan semua isolat tidak dapat
menghasilkan indol, hal ini karena tidak terbentuk
kompleks merah setelah penambahan reagen kovacs
pada media SIM.
Uji Metil Red (MR) digunakan untuk
menguji bakteri dalam menghasilkan asam-asam
campuran dari fermentasi glukosa. Hasil uji MR
untuk ke tujuh isolat menunjukkan hasil positif,
karena mampu memfermentasikan glukosa sehingga
dapat menghasilkan asam. Menurut Surono (2004)
dalam proses fermentasi yang melibatkan bakteri
asam laktat mempunyai ciri khas yaitu
terakumulasinya asam organik yang disertai dengan
penurunan pH, sehingga dengan melakukan
pengujian Metil Red (MR) dapat diketahui hasil dari
fermentasi glukosa.
Uji VP merupakan uji tidak langsung untuk
mengetahui adanya 2,3- butanadiol karena dalam uji
ini yang terdeteksi adalah pembentukan asetoin.
Hasil pengujian pada media VP (Tabel 3)
menunjukkan hanya isolat IPB 2 dan IPB 11 yang
negatif sedangkan isolat lain menunjukkan hasil
positif ditandai adanya warna merah lembayung pada
media. Hal ini membuktikan bahwa isolat tersebut
menghasilkan 2,3-butanadiol atau asetoin.
Uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar)
merupakan uji biokimia untuk melihat kemampuan
bakteri dalam memfermentasi tiga jenis gula, yaitu
glukosa, laktosa, dan atau sukrosa, serta kemampuan
lain dalam menghasilkan gas dan H2S (hidrogen
sulfida). Hasil pengujian pada medium TSIA (Tabel
3), semua isolat menunjukkan negatif H2S dan gas,
serta pada agar slant (miring) media berwarna kuning
dan agar butt (tegak) berwarna kuning yang berarti
isolat-isolat tersebut dapat memfermentasikan tiga
jenis gula. Hasil dari fermentasi tiga jenis gula
tersebut yaitu asam-asam organik sehingga media
yang tadinya berwarna merah (terdapat indikator
merah) berubah menjadi kuning.
Kesimpulan
Berdasarkan hasil isolasi dan uji resistensi
bakteri probiotik terhadap merkuri asal usus ikan
bandeng, didapatkan kesimpulan bahwa dari 12
isolat, 7 isolat diantaranya yaitu IPB 1, IPB 2, IPB 3,
IPB 8, IPB 9, IPB 11, dan IPB 12 resisten terhadap
merkuri pada konsentrasi 10, 15, dan 20 ppm serta
berpotensi sebagai probiotik.
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